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法が検討されている 3,4)。Chin ら 5)は、患者の顎裂部に recombinant human bone 
morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) を移植することにより、良好な骨架橋が形成
されたと報告している。また、結城ら 6)は比較的小さな顎裂を有する患者に骨再















赤血球 11)、動脈 12)、骨髄 13)、歯根膜 14)、膵ランゲルハンス島細胞 15)、大動脈弁
16)、皮膚 17)などの組織において凍結保存後の臨床応用が報告されている。また、


























そこで、本研究では新規プログラムフリーザー (CAS-LAB1, 株式会社アビー) 
を使用し、凍結時の凍害を防止するだけでなく、解凍時における磁場の付与が



















行い、初代 MSCs 用無血清培地 STK-1®(DS Pharma Biomedical Co., 大阪)にて初
代培養を行った。増殖した細胞がコンフルエントに達した後、0.1%トリプシン
(DIFCO., Detroit, MI, USA)とエチレンジアミン 4 酢酸 4 ナトリウム(EDTA, 和光
純薬工業, 大阪)を含むリン酸緩衝液(phosphate buffered saline: PBS, 日水製薬, 
東京)により 10 分間処置して細胞を剥離した後、十分にピペッティングを行って
から直径 10 cm の細胞培養用シャーレ (CORNING., New York, NY, USA)に細胞
密度 3×10⁵cell/cm２となるように播種し、MSCs 用無血清培地 STK-2®(DS Pharma 
Biomedical Co)にて 37℃、5%CO２条件下にて、2 日ごとに培地交換を行いコンフ






実験Ⅰ-1で採取し継代した 2~3代目の細胞を細胞密度 3.0×105 cell/mlとなるよ
う 10% ジメチルスルホキシド(以下 Me2SO)含有バンバンカー® (日本ジェネテ
ィックス, 東京)に混合した後、Kojimaらの報告 29)に従い、最終到達温度 -30 ℃、
磁場強度 0.1 mT、植氷時間 15 分、凍結速度-0.5 ℃/分(図 1)に設定した新規プロ
グラムフリーザー(CAS-LAB1, 株式会社アビー) (図 2)を用いて凍結した後、
-150 ℃のディープフリーザー内に保存した群(CAS 群)、また、プログラムフリ
ーザーを使用せずに、直接ディープフリーザーに投入し凍結した群(Direct 群)を







































実験Ⅰ-2 と同様に、継代 2~3 代目の細胞を細胞密度 3.0×105 cell/ml となるよう
回収した。凍結保存液は 10%Me2SO 含有バンバンカー® (日本ジェネティックス)
を使用した群(10%Me2SO群)とMe2SOを含有しないCell Reservoir One(ナカライ
テスク, 京都)を使用した群(Cell Reservoir One 群)の 2 群に設定した。ついで、最
終到達温度-30 ℃、磁場強度 0.1 mT、植氷時間 15 分、凍結速度 -0.5 ℃/分に設定




細胞生存率として、細胞を解凍直後に 4%トリパンブルー(TRIPAN BLUE 
SOLUTION Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA )染色を施し、ヘマサイトメー
ター(エルマ販売株式会社, 東京)を用いて生存細胞数を算定後、全細胞数に対す
る細胞生存率を算出した。解凍後 STK-2®(DS Pharma Biomedical Co)中に細胞を



















 4 週齢雄性 Fischer 344 ラット(日本チャールズ･リバー, 横浜)より摘出した大
腿骨の両端からシリンジにて、10%fetal bovine serum(FBS; Biological Industries, 
Kibbutz Beit Haemek, Israel)、10 ml/l antibiotic antimycotic solution(Sigma Aldrich 
Co)を含むダルベッコ変法イーグル培地(DMEM; 日水製薬)を約 10 ml 注入し、骨
髄液の摂取を行った。次に、採取した骨髄液に DMEM(日水製薬)を加え懸濁後、
1,500 rpm で 5 分間遠心分離を行った。その後、上清を取り除き DMEM(日水製
薬)を加え、直径 10 cm の細胞培養用シャーレ(CORNING)に細胞密度 3×105 
cell/cm2となるように播種し、37 ℃、5%CO2条件下にて、2 日ごとに培地交換を
行いコンフルエントになるまで約 1 週間培養した。 
細胞がコンフルエントに達した後、0.1%トリプシン(DIFCO)と EDTA(和光純薬







実験Ⅱ-1 で採取し、継代した 2~3 代目の細胞を細胞密度 3.0×105 cell/ml となる
よう、10% Me2SO 含有バンバンカー® (日本ジェネティックス)に混合した後、
最終到達温度-30 ℃、磁場強度 0.1 mT、植氷時間 15 分、凍結速度-0.5 ℃/分条件
で CAS-LAB1 プログラムフリーザー(株式会社アビー)を用いて凍結する群(CAS
群)と、磁場を付与しないプログラムフリーザー(図 4)にて凍結する群(磁場なし






図 4 プログラムフリーザー 
 
3．保存液の違いによる解凍後の細胞生存率と増殖能の検討 
 実験 2 と同様に、継代 2~3 代目の細胞を細胞密度 3.0×105 cell/ml となるよう回




(2.5%Me2SO 群)、さらに Me2SO を含有しないバンバンカーを用いた群(Me2SO
不含有群)の 3 群に設定した細胞保全液に混合した後、最終到達温度-30 ℃、磁場
強度 0.1 mT、植氷時間 15 分、凍結速度-0.5 ℃/分の条件で CAS-LAB1 プログラ
ムフリーザー(株式会社アビー)にて凍結した。その後、-150 ℃のディープフリ
ーザー内で 7 日間保存後、37 ℃の恒温槽内で解凍した。 
 
4．解凍方法の違いによる解凍後の細胞生存率と増殖能の検討 
 実験Ⅱ-1 で採取し、継代した 2~3 代目の細胞を 10% Me2SO 含有バンバンカー 
® (日本ジェネティックス)に細胞密度 3.0×105 cell/ml となるように混合した後、
CAS-LAB1 フリーザー(株式会社アビー)にて最終到達温度-30 ℃、磁場強度 0.1 
mT、植氷時間 15 分、凍結速度-0.5 ℃/分の条件で凍結した。その後、-150℃の
ディープフリーザー内に 7 日保存し、CAS-LAB1 フリーザー(株式会社アビー)









と 10 ml/l antibiotic antimycotic solution(Sigma Aldrich)を含む DMEM(日水製薬)中

















Ⅲ．凍結保存ラット骨髄由来 MSCs の骨再生誘導能の検討 
 
1．細胞の凍結 
実験Ⅱ-1 と同様に、4 週齢雄性 Fischer 344 ラット(日本チャールズ･リバー)よ
り採取、継代培養を行った細胞を用いて、以下の 4 つの条件で凍結を行った後、
-150 ℃のディープフリーザーで 7 日間保存した。下記 4 群に加えて未凍結群を
コントロール群とした、計 5 群を MSCs 移植群として検討を行った。 
 
① 10%Me2SO 含有バンバンカー® (日本ジェネティックス)に細胞を投入後、磁
場を付与しないプログラムフリーザーにて凍結した群(磁場なし群) 
② Me2SO 不含有バンバンカーに細胞を投入後 CAS-LAB1 プログラムフリーザ
ーを用いて、凍結した群(Me2SO 不含有 CAS 群) 
③ 2.5%Me2SO 含有バンバンカーに細胞を投入後、CAS-LAB1 プログラムフリ
ーザーを用いて凍結した群(2.5%Me2SO-CAS 群) 
④ 10%Me2SO 含有バンバンカー®に細胞を投入後、CAS-LAB1 プログラムフリ





 実験Ⅲ-1 にて凍結した Me2SO 不含有 CAS 群、2.5%Me2SO-CAS 群、
10%Me2SO-CAS 群は、凍結保存 7 日後に、CAS-LAB1 フリーザー(株式会社アビ
ー)を用いて 37 ℃、磁場強度 0.1 mT の条件で解凍し、磁場なし群については、
37 ℃の恒温槽にて解凍した。各群の細胞を細胞培養用 24well ディッシュ
(CORNING)中にて、直径 9 mm と、直径 6 mm に形成した吸収性バリアメンブレ




4 週齡雄性 Fischer344 ラット(日本チャールズ･リバー)45 匹を、ジエチルエー
テル(ナカライテスク) にて浅麻酔後、ソムノペンチルⓇ (共立製薬, 東京)を腹腔
内注射し、全身麻酔を施した。ついで、頭頂部の剃毛、皮膚切開を行い、骨膜
を剥離した後、歯科用低速エンジン(永田電機工業, 東京)と直径 6 mm のトレフ
ィンバー(インプラテックス, 東京)およびフィッシャーバー(松楓, 京都)を用い


































③滑膜切開          ④トレフィンバーを用いた 
骨欠損の作製 




























⑥下底の 6 mm のメンブレン移植    ⑦上底の 9 mm メンブレン移植 
 














図 8 頭頂骨欠損部への MSCs メンブレン移植の模式図 
 




分解能 in vivo X 線マイクロ CT スキャナーSkyScan1176-HT(東陽テクニカ, 東







下底：直径 6 mm メンブレン 









図 9 高分解能 in vivo X 線マイクロ CT スキャナーSkyScan1176-HT 
 




た。その後、ロータリーミクロトーム(Microm315, CralZeiss., Oberkochen, 





意の切片を 35 μm ごとに計 25 切片抽出し、ヘマトキシリン・エオジン (H-E)
染色(武藤化学株式会社, 東京)を施した。再生骨量の算出は、オールインワン蛍
光顕微鏡(BZ-8100, KEYENCE, 大阪)を用いて細胞移植部位の組織学的観察を
行い、画像解析ソフト NIH Image (National Institute of Health., Bethesda, MD, 
USA) により再生骨面積の測定を行った。 
6-3 破骨細胞数の算定 
  各群の骨欠損部の最大断面積部分を含む任意の切片を 35 μm ごとに計 25 切
片抽出し、酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ  (Tartrate-resistant acid 














を、脱パラフィン、親水化した後、一次抗体として Anti-Human ALP(Alkaline 
Phosphatase 以下 ALP)ウサギモノクローナル抗体 (Abcam, 東京; 0.01 M PBS で
1/200 に希釈)、Anti-Mouse OPN(Osteopontin 以下 OPN)マウスモノクローナル抗
体 (株式会社免疫生物研究所, 群馬; 0.01 M PBS で 1/1000 に希釈) 、Anti-Human 
PCNA(Proliferating Cell Nuclear Antigen 以下 PCNA)マウスモノクローナル抗体 
(CST ジャパン株式会社, 東京; 0.01 M PBS で 1/1000 に希釈) を用い、4℃にて一
昼夜反応させた。PBS で洗浄後、二次抗体として ALP にはウサギ IgG 抗体(ヒス
トファイン シンプルステインラット MAX-PO (R), ニチレイバイオサイエンス, 
東京)、OPN ならびに、PCNA には抗マウス IgG 抗体 (Vector Laboratories, INC 
Burlingame, CA, USA) を用いて 20 分間反応させた。以上の過程は、全て簡易湿
潤箱内で行った。免疫組織像を観察するために、PBS により洗浄後、DAB substrate 


































最終到達温度-30 ℃、磁場強度 0.1 mT、植氷時間 15 分、凍結速度-0.5 ℃/分に
設定した CAS-LAB1 フリーザーにて凍結した CAS 群では、解凍直後の細胞生存
率は約 63.8%を示した。一方、直接 -150 ℃のフリーザーに投入した Direct 群
では、約 53.0%と CAS 群と比較して低い値を示したが、両群間に有意差は認め
られなかった(図 10)。 
また、解凍後 7 日間培養した細胞増殖能は、CAS 群では 94.1%を示したのに対
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を含有しないCell Reservoir Oneを用いたCell Reservoir One群をCASを用いて凍
結し、解凍した直後の細胞生存率は、それぞれ 63.8%、68.0%を示したが両群間
に有意差は認められなかった(図 12)。 
一方、7 日間培養後の細胞増殖能では Cell Reservoir One 群で 70.4%、Me2SO 群
では 94.1%となり、Cell Reservoir One 群と比較し Me2SO 群は有意に高い値を示
した(図 13)｡ 
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10%Me2SO 含有バンバンカーおよび CAS-LAB1 フリーザーを用いて、最終到
達温度-30 ℃、磁場強度 0.1 mT、植氷時間 15 分、凍結速度-0.5 ℃/分の条件下で
凍結したCAS群において、通法による解凍直後の細胞生存率は75.3%を示した。
一方、磁場を付与しないプログラムフリーザーを用いて凍結を行った磁場なし
群では細胞生存率は 52.8%を示し、磁場なし群と比較し CAS 群が有意に高い値
を示した(図 14)。また、解凍後 7 日間培養後の細胞増殖能は、CAS 群において
151.6%となったのに対し、磁場なし群では 29.4%と CAS 群が磁場なし群と比較
し有意に高い値を示した(図 15)。 



















図 8 解凍直後の細胞生存率 
** ** 
**p＜0.01 
  n=3 
 
**p＜0.01 





CAS-LAB1 で凍結した 10%Me2SO 群の通法による解凍直後の細胞生存率は
75.3%であったのに対し、2.5%Me2SO 群、Me2SO 不含有群の細胞生存率は、そ
れぞれ 33.1%と 20.0%であり、10% Me2SO 群が他の 2 群と比較し有意に高い値
を示した。また、2.5% Me2SO 群と Me2SO 不含有群においては、Me2SO 不含有
群が 2.5% Me2SO 群と比較して有意に低い値を示した(図 16)。 
さらに、解凍後 7 日間培養後の細胞増殖能は、10% Me2SO 群は 151.6%であっ
たのに対し、2.5%Me2SO 群では 97.2%、Me2SO 不含有群では 18.3%を示した。
細胞増殖能においても 10% Me2SO群が他の 2群と比較して有意に高い値を示し
た。(図 17)。 
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**p＜0.01 

























 新規プログラムフリーザーCAS-LAB1 にて 37 ℃、磁場 0.1 mT を付与しなが
ら急速解凍したCAS解凍群において、解凍直後の細胞生存率は80.0%を示した。
また、37℃恒温槽にて解凍した normal 解凍群では 75.3%を示したが、両群間に
有意な差は認められなかった(図 18)。 
これに対し解凍後 7日間培養後の細胞増殖能はCAS解凍群で 232.5%を示した。































Ⅲ．凍結保存ラット骨髄由来 MSCs の骨再生誘導能の検討 
  
1．凍結保存 MSCs 移植後の骨再生能の X 線 CT による評価 
MSCs 移植後 8、16、24 週にそれぞれのラットの頭頂骨欠損部の CT 撮影を行
った結果、移植後 8 週では、いずれの群においても欠損部の再生骨はほとんど
観察されなかった(図 20)。 
これに対し、16 週のラット頭頂部 X 線 CT 画像では、全ての群で 8 週と比較
して骨再生量の増加が認められた(図 21)。MSCs 移植後 24 週においては、
Me2SO-CAS 群および未凍結群に 16 週と比較して骨再生量の増加が認められ、
また 10%Me2SO-CAS 群においてはその再生骨量は未凍結群とほぼ同等であっ


































    2.5%Me2SO-CAS 群            10%Me2SO-CAS 群 
 

















    磁場なし群           Me2SO 不含有 CAS 群       
     2.5%Me2SO-CAS 群                  10％Me2SO-CAS 群 
 
































2.5%Me2SO-CAS 群            10％Me2SO-CAS 群 
 






 移植 8 週では、いずれの群においても欠損部に幼弱な再生骨組織がわずかに
認められた(図 23)。移植後 16 週には、全ての群で再生骨組織は 8 週と比較して
増加していたが、その量に差はほとんど認められなかった(図 24)。 
MSCs 移植後 24 週になると再生骨組織の量は 16 週と比較し、さらに増加した(図
25)。Me2SO 群では Me2SO の含有率が高くなるほどその量は増加し、
10%Me2SO-CAS 群は最大値を示した。また、10%Me2SO-CAS 群では未凍結群
とほぼ同等の再生骨量が認められた。これに対し、磁場なし群では 16 週から 24
週にかけて骨再生量は増加を示さず、Me2SO 不含有 CAS 群、2.5%Me2SO-CAS
群および 10%Me2SO-CAS 群と比較して有意に低い値を示した(図 26) 。 
 TRAP 陽性細胞数は、10%Me2SO-CAS 群において、8 週、16 週および 24 週と
経時的に増加が認められた。一方、Me2SO 不含有 CAS 群、2.5%Me2SO-CAS 群
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磁場なし群             Me2SO 不含有 CAS 群 
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図 27 MSCs 移植後 8 週の TRAP 陽性細胞 












































2.5%Me2SO-CAS 群            10%Me2SO-CAS 群 
 
図 28 MSCs 移植後 16 週の TRAP 陽性細胞  

























2.5%Me2SO-CAS 群           10%Me2SO-CAS 群 
 
図 29 移植後 24 週の TRAP 陽性細胞 








































図 30  TRAP 陽性細胞数の経時変化 
*p＜0.05 
  n=3 
 
* 






1. PCNA 陽性細胞の変化  
 PCNA 陽性細胞は、磁場なし群において細胞移植後 8 週に観察され、その後、
16 週に増加を示したがその後、 24 週に減少を示した (図 31)。また、
10%Me2SO-CAS 群においても、移植後 8 週から 16 週で増加を示し、16 週から


























  移植後 16 週                 移植後 24 週 
 
図 31 磁場なし群における PCNA 陽性細胞 
























  移植後 8 週 
 
      移植後 16 週              移植後 24 週 
 
図 32 10%MeSO-CAS 群における PCNA 陽性細胞 
(矢印: PCNA 陽性細胞) 
 
2. ALP 陽性細胞の変化 
ALP 陽性細胞は、磁場なし群において移植後 8 週から 16 週に増加した。しか
しながら、16 週から 24 週では変化を示さなかった(図 33)。一方、10%Me2SO-CAS




























移植後 16 週               移植後 24 週 
 
図 33 磁場なし群における ALP 陽性細胞 
























  移植後 8 週 
 
移植後 16 週              移植後 24 週 
 
図 34 10%Me2SO-CAS 群における ALP 陽性細胞 
(矢印: ALP 陽性細胞) 
 
3. OPN 陽性細胞の変化 
OPN 陽性細胞は、磁場なし群において移植後 8 週にわずかに観察され、移植
後 16 週にはその数を増した。しかしながら、移植後 24 週には観察されなかっ
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      移植後 16 週               移植後 24 週 
 
図 35 磁場なし群における OPN 陽性細胞 
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移植後 16 週              移植後 24 週 
 
図 36 10%Me2SO-CAS における OPN 陽性細胞 































たが、ヒト由来の MSCs は性質の個体差が大きいため、実験 1-1 では結果のばら
つきが大きくなったものと考えられる。骨髄中に含まれる MSCs の割合は総有
核細胞数の 0.001～0.01% と非常に低いとされている。すなわち、骨髄 1 ml 中に






















































本研究のヒト MSCs 凍結実験では、細胞保存液として Me2SO と Me2SO 不含



















Me2SO と 0.2M トレハロースの混合液にて心筋細胞の凍結を行い良好な結果を





































た、細胞増殖能は normal 解凍群と比較して CAS 解凍群で有意に大きい値を示し
たことから、解凍時における磁場の付与が有効であることが示された。本実験






















7．ラット頭蓋骨欠損への MSCs 移植について 
  これまでに報告されているラット頭蓋に作製する骨欠損部の大きさについて
は、直径 2~8 mm の範囲で変動しており 57~61)、明確な基準は示されていない。
しかしながら、欠損部の大きさが小さい場合には生体の治癒が生じ、移植した
細胞の組織再生能を評価することが困難となることから、骨再生を評価するに
はラットにおいて直径 5~8 mm の欠損が適していると考えられている 62)。 本研
究では、従来の研究や解剖学的な制限に基づいて、自然治癒を最小限に留める
ために直径 6 mm の骨欠損を作製した。 
各群における再生骨量は移植後 24 週において 10%Me2SO-CAS 群が最大値を
示した。また、未凍結群と 10%Me2SO-CAS 群との間に有意差は認められず、凍
結保存後も骨分化能が保たれていることが明確に示された。一方、磁場なし群






陽性細胞数は 16週から 24週にかけて未凍結群と 10%Me2SO-CAS群において増





マーカーであり、細胞分裂期の G1期から S 期にかけて発現する PCNA 陽性細胞




と、減少すると報告されている 6)。本研究では、ALP 活性は 10%Me2SO-CAS 群








初期に現れる基質タンパクである OPN については、10%Me2SO-CAS 群におい
て経時的に増加を示し、成熟骨芽細胞へと分化が進んでいることが示された。
しかしながら、磁場なし群においては、16 週から 24 週にかけて減少を示したこ
とから、幼若骨芽細胞と同様に成熟骨芽細胞への分化にも影響を与えることが

















1. ヒト滑膜由来 MSCs において、Me2SO 群と Cell Reservoir One 群との間に解
凍直後の細胞生存率の有意差は認められなかったが、細胞増殖能は Me2SO
群が有意に高い値を示した。 
2. ラット骨髄由来 MSCs において、解凍直後の細胞生存率、および細胞増殖能
は CAS 群が磁場なし群と比較して有意に大きい値を示した。 
3. ラット骨髄由来 MSCs において解凍直後の細胞生存率、および細胞増殖能は
10%Me2SO 含有バンバンカー使用群において、それ以下の濃度を用いた場合
と比較して有意に高い値が認められた。 
4. ラット骨髄由来 MSCs の解凍後の細胞増殖能は、解凍時に磁場を付与するこ
とにより有意に高まることが明らかとなった。 





6. 10%Me2SO-CAS 群の移植部位おけるに ALP、および OPN の発現は経時的に
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成果によるものであり、株式会社ツーセル 辻 紘一郎先生、長谷川森一先生、
広島大学口腔生化学講座名誉教授 加藤幸夫先生に深謝致します。また、遂行
にご理解、ご協力を頂いた顎口腔頚部医科学講座 歯科矯正学の皆様、ならびに
関係者各位に厚く御礼申し上げます。最後に、勉学、研究の機会を与えていた
だきました広島大学矯正学講座名誉教授 丹根一夫教授に心より御礼申し上げ
ます。 
